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論文内容要旨
 Adenomatouspolyposiscoli(以下,APC)遺伝子は,家族性大腸腺腫症の原因遺伝子であ
 り,非遺伝性の大腸腺腫のほとんどもこのAPCの不活化が原因で発生すると考えられている。
 また,APC遺伝子産物はβカテニンの分解を促進することで,Wntシグナルを負に制御してい
 ることも解明されている。
 APC遺伝子は胎生期にも発現が認められ,癌抑制遺伝子としての働きのほかに何らかの生理
 的機能を果たしていると考えられるが,神経堤細胞におけるAPCの機能は解明されておらず,
 Wntシグナルの役割についても未だ十分に解明されていない。
 本研究ではコンディショナル・ジーン・夕一ゲティング法を用いて,神経堤細胞におけるAPC,
 Wntシグナルの制御機構を解明することを目的とし,神経堤細胞由来の組織特異的な活性型変
 異βカテニン発現マウス,βカテニン単独欠損マウス,APC/βカテニン二重欠損マウスを作製
 して比較検討を行い,神経堤細胞の発生分化におけるWntシグナルの役割・制御機構の詳細な
 解析を試みた。
 神経堤細胞由来組織特異的にAPCを欠損させたマウスは重篤な頭頚部異常・骨軟骨形成不全
 や心血管異常(心室中隔欠損,総動脈幹)が観察され,それは胎生中期でみられる頭部腹側,第
 一鰓弓,心血管流出路などのβカテニンの蓄積とアポトーシスの誘導が原因と考えられた。
 また,Wntシグナルが活性化されている神経堤細胞特異的活性型変異βカテニン発現マウス
 では,APC欠損マウス同様に頭頚部異常・骨軟骨形成不全・心血管異常が確認された。胎生中
 期でも第一鰓弓以外では同じようなβカテニンの蓄積とアポトーシスの誘導が観察されたことよ
 り,過剰なβカテニンの蓄積によってアポトーシスが誘導されること,APCはβカテニンの唯
 一の抑制因子になっていることが示唆された。さらに,APC/βカテニン二重欠損マウスでは心
 血管異常がrescueされ,Wntシグナルの異常な活性化が関与していることを示唆する結果となっ
 た。一方,第一鰓弓ではβカテニン,アポトーシス蓄積パターンがAPC欠損マウスと比較して
 異なったことから,第一鰓弓ではβカテニン分解機構が複数関与している,あるいはAPC以外
 の負の調節因子が積極的に関与していることが考えられた。
 今回の一連の解析により,Wntシグナルが不活化されている神経堤細胞由来組織特異的βカ
 テニン単独欠損マウスでは頭頚部異常・骨軟骨形成不全はみられたものの,その原因は胎生中期
 の神経堤細胞の増殖能障害,アポトーシスの増加であることが判明し,頭部神経堤細胞の発生分
 化過程においてβカテニンが必須であることが確認された。しかしながら,心血管異常は確認さ
 れなかったことから,心臓神経堤細胞の心血管流出路への発生分化過程においてβカテニンは必
 須ではないことが明らかになり,今後心臓神経堤細胞の発生分化についてさらに詳細な検討が必
 要と考えられた。
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 審査結果の要旨
 神経堤細胞は小児外科領域における主要疾患であるHirschsprung病や神経芽腫などの発生母
 地となっている細胞群で,神経堤細胞の分化発生過程を遺伝子,蛋白質,細胞レベルで理解する
 ことは,これらの疾患の発症メカニズムを解明する上で非常に重要である。
 これまでのコンディショナル・ジーン・ターゲティング法を用いた研究により,Wntシグナ
 ルの負の制御因子であるAPCを神経堤細胞特異的に欠損したマウスでは,胎生中期に頭部腹側,
 第一鰓弓,心血管流出路でβカテニンの蓄積とアポトーシスの誘導が生じ,その結果重篤な頭頚
 部異常・骨軟骨形成不全や心血管異常(心室中隔欠損,総動脈幹)が引き起こされることが示さ
 れ,神経堤細胞の分化発生過程にWntシグナルが関与していることが示唆されている。
 本研究では,神経堤細胞特異的rAPC欠損マウス」の表現型へのWntシグナル異常の関与を
 より詳細に解明することを目的とし,WntシグナルにおいてAPCの下流で重要な役割を担って
 いるβカテニンの関与を解析するため,神経堤細胞特異的な「活性型変異βカテニン発現マウス」,
 「βカテニン単独欠損マウス」,rAPC/βカテニン二重欠損マウス」を作製してその詳細な比較
 検討を行っている。
 上記の各種遺伝子改変マウスの解析の結果,「APC欠損マウス」にみられたアポトーシスは
 p53非依存性であり,caspaseカスケードを介していることが示唆された。また,「活性型変異
 βカテニン発現マウス」は「APC欠損マウス」と同様な表現型が見られたことから,アポトー
 シスは過剰なβカテニンの蓄積によって誘導されること,そしてAPCがβカテニンの唯一の抑
 制因子として機能していることが示された。さらに,rAPC/βカテニンニ重欠損マウス」では
 「APC欠損マウス」の表現型の一部がrescueされたことからも,Wntシグナルの異常な活性化
 がその表現型の形成に関与していることが支持された。ただし,「活性型変異βカテニン発現マ
 ウス」の第一鰓弓ではβカテニンとアポトーシスの蓄積パターンが「APC欠損マウス」とは異
 なっていたことから,第一鰓弓においては複数のβカテニン分解機構が機能している,あるいは
 APC以外の負の調節因子が機能していることが示唆された。また,「βカテニン単独欠損マウス」
 の詳細な解析からは,βカテニンは頭部神経堤細胞の発生分化過程においては必須の分子であり,
 一方心臓神経堤細胞の心血管流出路への発生分化過程においては必ずしも必須ではないことが今
 回初めて明らかとなった。
 本論文では,最先端の遺伝子工学の技法を用いて作製された各種遺伝子変異マウスの詳細な解
 析により,神経堤細胞の分化発生過程には,Wntシグナルを伝達する重要な分子のβカテニン
 が機能的に重要な役割を果たしていることが直接証明されており,組織・臓器特異的なWntシ
 グナルの役割や制御機構の差異にまでおよぶ詳細な解析が行われている点で非常に意義のあるも
 のである。よって,充分に学位論文に値するものと判断される。
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